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1. Irodalmi áttekintés
1.1. Ektopikus kalcifikáció
Egészséges emberi szervezetben az ásványképződés- és lerakódás, mivel ez 
a növekedés ideje alatt és a felnőttkorban is szigorú szabályozás alatt áll, ki-
zárólag a csontozatban és a fogazatban fordul elő. Minden más szövetben 
a kalcium- és foszfátsók – leggyakrabban hidroxiapatit kristályok formájában 
történő – lerakódása egy progresszív patológiás folyamat, amelyet összefoglaló 
néven ektopikus, vagy lágy szöveti meszesedésnek nevezünk. Az ezen folyamat-
tal összefüggésbe hozható megbetegedések fenotípusosan igen heterogének, 
közülük több jelentős mortalitással és morbiditással bír.
1.1.2. Az ektopikus kalcifikáció típusai
A lágy szöveti meszesedéssel járó betegségek etiológiai szempontból több 
különböző csoportba oszthatók. Black és munkatársai harminc évvel ezelőtt 
három csoportot különböztettek meg:1 a metasztatikus kalcifikációt, az esetek 
több mint 90%-át képviselő disztrófiás kalcifikációt, valamint a kalcinózist.
A metasztatikus kalcifikáció jellemzően ép szöveteket érint, általában a ke-
ringésben levő kalcium, illetve egyéb sók emelkedett szintje okozza. Gyakran 
összefüggésbe hozható metabolikus betegségekkel, pl. a hiperparatireózissal, 
a D-hipervitaminózissal, valamint a krónikus veseelégtelenséggel.
A disztrófiás kalcifikációt először Mönckeberg írta le több mint száz évvel 
ezelőtt.2 Rendszerint az igénybevett, sérült, roncsolt, nekrotikus szövetek-
ben fordul elő a kalcium lerakódásnak ez a formája; leggyakrabban a bőr, 
a vese, valamint a kardiovaszkuláris szövetek érintettek. Normál metabolikus 
működés jellemzi. Gyakran előfordul az alábbi betegségekkel együtt: II-es 
1 Black AS – Kanat IO (1985), A review of soft tissue calcifications, J Foot Surg 24:243–50.
2 Monckeberg JG (1904), Der normale histologische Bau und die Sklerose der 
Aortenklappen, Virchows Arch Pathol Anat Physiol 176: 472–514.
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típusú diabétesz, krónikus veseelégtelenség, artériás és vénás érelmeszese-
dés, disztrófiás szívkalcinózis, valamint a későbbiekben részletesen tárgyalt 
Pseudoxanthoma elasticum is a disztrófiás kalcifikációval járó betegségek közé 
sorolható.
A kalcinózis előfordulhat kután, szubkután, valamint mélyebb kötőszövetek-
ben is. Általában ebben az esetben sem áll fenn metabolikus zavar, így az ok 
sokszor ismeretlen. Kalcinózissal kapcsolatos betegségek közé tartozik például 
a Calcinosis universalis, Calcinosis circumscripta és a szkleroderma.
1.2. Pseudoxanthoma elasticum
A Pseudoxanthoma elasticum (PXE, OMIM: 264800) egy recesszív genetikai 
betegség, amelyet lassú és progresszív kalcifikáció jellemez a bőr elasztikus 
rostjaiban, a retina Bruch membránjában és a közepes méretű artériák media 
rétegében.
A betegséget francia bőrgyógyászok már az 1800-as évek végén azonosí-
tották. A PXEkialakulásának okát azonban csak a közelmúltban állapították 
meg: több különböző kutatócsoport egyazon évben, 2000-ben publikálta, 
hogy pozicionális klónozással sikerült azonosítani a betegségért felelős ABCC6 
gént és annak néhány inaktív mutációját.3, 4, 5, 6 Kísérleteikkel igazolták, hogy 
az ABCC6 bizonyos inaktiváló hatású mutációi képezik a Pseudoxanthoma 
elasticum genetikai bázisát. 
Habár a PXE-t a ritka betegségek közé sorolják, ugyanis gyakoriságát hoz-
závetőlegesen 1:50.000-re becsülik, ez mégis világszerte körülbelül 150.000 
beteget jelent. A nagy fenotipikus variabilitás miatt egyesek szerint az érintettek 
3 Bergen AA, Plomp AS, Schuurman EJ, Terry S, Breuning M, Dauwerse H, Swart J, 
Kool M, van Soest S, Baas F, ten Brink JB, de Jong PT (2000), Mutations in ABCC6 cause 
pseudoxanthoma elasticum, Nat Genet, 25:228–31.
4 Le Saux O, Urban Z, Tschuch C, Csiszar K, Bacchelli B, Quaglino D, Pasquali-
Ronchetti I, Pope FM, Richards A, Terry S, Bercovitch L, de Paepe A, Boyd CD 
(2000), Mutations in a gene encoding an ABC transporter cause pseudoxanthoma elasticum, 
Nat Genet, 25:223–7.
5 Struk B,Cai L, Zäch S, Ji W, Chung J, Lumsden A, Stumm M, Huber M, Schaen L, Kim 
CA, Goldsmith LA, Viljoen D, Figuera LE, Fuchs W, Munier F, Ramesar R, Hohl D, 
Richards R, Neldner KH, Lindpaintner K (2000), Mutations of the gene encoding the 
transmembrane transporter protein ABC-C6 cause pseudoxanthoma elasticum, J Mol Med 
(Berl), 78:282–6.
6 Ringpfeil F, Lebwohl MG, Christiano AM, Uitto J (2000), Pseudoxanthoma elasticum: 
mutations in the MRP6 gene encoding a transmembrane ATP-binding cassette (ABC) 
transporter, Proc Natl Acad Sci U S A., 97:6001–6.
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száma jelentősen alulbecsült,7 mert a betegség gyengébb formái nagy valószí-
nűséggel akár az egész élet során sem kerülnek diagnosztizálásra.8
Jellemzően az először megjelenő tünetek közé a bőrön megjelenő kis lézi-
ók, sárgás papulák tartoznak, amelyek tipikusan a hajlatokban fordulnak elő.9 
A következő fázisban ezek összenőhetnek nagyobb plakkokká, majd ezeken 
a területeken a bőr elveszti elaszticitását (1. ábra; A, B, C képek). Azonban a ku-
tán tüneteket sokszor nem diagnosztizálják a beteg második vagy harmadik 
évtizedéig, általában csak az okuláris és vaszkuláris komplikációk megjelené-
sével sikerül azonosítani a betegséget. Az első okuláris tünet a peau d’oran-
ge, amely a szemfenéken megfigyelhető narancshéjra emlékeztető elváltozás. 
Ezt követően a Bruch-membrán-mineralizáció miatti fragmentálódásának kö-
szönhetően a retinán angioid csíkok fejlődnek ki (neovaszkularizáció, 1. ábra; 
D, E képek). Végül az érhártya vérzése látásromláshoz, illetve részleges vagy 
teljes központi látásvesztéshez vezethet.10 A kardiovaszkuláris komplikációk 
az artériák lamina mediáját érintő kalcifikáció következményeiként alakul-
nak ki. Ide tartozik többek között az intimális hiperplázia, a perifériás pulzus 
csökkenése, gasztrointesztinális vérzés, valamint a koronária artériák mellkasi 
fájdalommal járó betegsége, esetleg miokardiális infarktus, sztrók.11, 12
7 Uitto J, Jiang Q, Varadi A, Bercovitch LG, Terry S (2014), Pseudoxanthoma elasticum: 
diagnostic features, classification and treatment options, Expert Opin Orphan Drugs 2(6): 
567–577.
8 Neldner KH (1988), Pseudoxanthoma elasticum.Comprehensive illustration of clinical 
features in PXE, Clin Dermatol, 6:1–159.
9 Neldner (1988), 1–159.
10 Georgalas I, Tservakis I, Papaconstaninou D, Kardara M, Koutsandrea C, Ladas I 
(2011), Pseudoxanthoma elasticum, ocular manifestations, complications and treatment, Clin 
Exp Optom,94: 169–180.
11 Li Q, Jiang Q, Pfendner E, Váradi A, Uitto J (2009), Pseudoxanthomaelasticum: clinical 
phenotypes, molecular genetics and putative pathomechanisms,  Exp Dermatol, 18: 1–11.
12 Uitto (2014), 567–577.
226 Merczel Kinga Szilvia
1. ábra
A Pseudoxanthoma elasticum jellegzetes tünetei a bőrön és a szemben. Az A, B és C 
képen az elaszticitását vesztett bőr és a jellegzetes papulák, plakkok láthatók a nyak 
laterális részén. A D és E képen a sárgatest degenerációja látható.13
A betegség patomechanizmusát vizsgálva kiderült, hogy az ABCC6 fehérje szö-
veti eloszlásának és szubcelluláris lokalizációjának különleges jelentősége van. 
Az ABCC6 számos szövetben kimutatható, legnagyobb mértékben a májban, 
a hepatociták bazolaterális oldalán,14 valamint a vesében fordul elő,15 azon-
ban a PXE által jellemzően érintett szövetekben nincs jelen a fehérje.16 Ennek 
13 Plomp AS, Bergen AA, Florijn RJ, Terry S, Toonstra J, van Dijk MR, de Jong PT (2009), 
Pseudoxanthoma elasticum: Wide phenotypic variation in homozygotes and no signs in hete-
rozygotes for the c.3775delT mutation in ABCC6, Genet. Med, 11, 852–858.
14 Pomozi V, Le Saux O, Brampton C, Apana A, Ilias A, Szeri F, Martin L, Monostory K, 
Paku, S, Sarkadi B, Szakacs G, Varadi A (2013), ABCC6 is a basolateral plasma membrane 
protein, Circulation research, 112, e148–151.
15 Kool M, Van Der Linden M, De Haas M, Baas F, Borst P (1999), Expression of human 
MRP6, a homologue of the multidrug resistance protein gene MRP1, in tissues and cancer 
cells, Cancer Res 59: 175–182.
16 Gorgels TG, Hu X, Scheffer GL, van der Wal AC, Toonstra J, de Jong PT, van Kuppevelt 
TH, Levelt CN, de Wolf A, Loves WJ, Scheper RJ, Peek R, Bergen AA (2005), Disruption 
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az ellentmondásnak a feloldására alkották meg a kutatók a „metabolikus betegség 
hipotézist”.17, 18 Eszerint az ABCC6 egy vagy több máig azonosítatlan metabolit 
kiáramlását eredményezi a májból, a hepatociták szinuszoidális oldalán keresztül 
a keringésbe kerülve, a periféria irányába. Ez az ismeretlen faktor feltételezhetően 
a perifériás szövetekben fiziológiásan a kalcifikáció inhibitoraként funkcionál.
A Pseudoxanthoma elasticumnak egyelőre nem ismert általános gyógymódja, 
jelenleg megelőző és tünetkezelő eljárások kidolgozására zajlanak kísérletek. 
Számos tanulmány szerint a kalcium- és a foszfátbevitelnek jelentősége van 
a PXE kialakulásának gyakoriságában.19 A magnézium-adagolás ígéretes ke-
zelésnek tűnik, ugyanis megelőzi a PXE-re jellemző szisztémás mineralizáció 
kialakulását.20
1.3. Az ABCC6 transzportfehérje
Az ATP-kötő kazetta transzportfehérje-család C alcsaládjának 6-os tagja 1503 
aminosavból épül fel, génjének lókusza a 16p13.11 kromoszómán található. 
Ez a nagy, membránba ágyazott ATP-függő transzporter főként a májban, ki-
sebb mértékben a vesében és a vékonybélben expresszálódik.21 Egér és humán 
hepatocitákban igazolták, hogy az ABCC6 gén a sejtek bazolaterális oldalán 
fejeződik ki, így azt feltételezik, hogy a transzporter a májból egy bizonyos 
metabolit szinuszoidális kiáramlását indukálja a véráramba.22, 23, 24
of Abcc6 in the mouse: novel insight in the pathogenesis of pseudoxanthoma elasticum, Human 
molecular genetics, 14, 1763–1773.
17 Uitto J, Pulkkinen L, Ringpfeil F, (2001), Molecular genetics of pseudoxanthomaelasticum: 
a metabolic disorder at the environment-genome interface?, Mol Med Today, 7:13–17.
18 Jiang Q, Endo M, Dibra F, Wang K, Uitto J, (2009), Pseudoxanthoma elasticum is a metabolic 
disease, J Invest Dermatol, 129: 348–354.
19 Renie WA, Pyeritz RE, Combs J, Fine SL (1984), Pseudoxanthoma elasticum: high calcium 
intake in early life correlates with severity, Am J Med Genet, 19, 235–244.
20 LaRusso J, Li Q, Jiang Q, and Uitto J (2009), Elevated dietary magnesium prevents connec-
tive tissue mineralization in a mouse model of pseudoxanthoma elasticum (Abcc6(/)), Invest 
Dermatol, 129, 1388–1394.
21 Matsuzaki Y, Nakano A, Jiang QJ, Pulkkinen L, Uitto J (2005), Tissue-specific expression 
of the ABCC6 gene, J Invest Dermatol, 125(5):900–5.
22 Scheffer GL, Hu X, Pijnenborg AC, Wijnholds J, Bergen AA, Scheper RJ (2002), MRP6 
(ABCC6) detection in normal human tissues and tumors, Lab Invest, 82(4):515–8.
23 Le Saux O, Fülöp K, Yamaguchi Y, Iliás A, Szabó Z, Brampton CN, Pomozi V, Huszár K, 
Arányi T, Váradi A (2011), Expression and in vivo rescue of human ABCC6 disease-causing 
mutants in mouse liver, PLoS One, 6(9):e24738.
24 Pomozi (2013), e148–151.
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In vitro kísérletek eredményei szerint az ABCC6 szerves anion pumpaként 
funkcionál. ATP-hidrolízist felhasználva képes bizonyos glutation-konjugá-
tumok transzportjára.25, 26 Azonban az ABCC6 fiziológiás szubsztrátja mind-
eddig nem ismert.
1.4. Állatmodellek, az Abcc6–/– egérmodell
A humán betegségek hatékony tanulmányozására a természettudományos ku-
tatásokban széleskörűen használnak különböző állatmodelleket. Az ABCC6 
fehérjével kapcsolatos kutatások során elsősorban zebrahalat és egereket alkal-
maznak.Tanulmányomban kizárólag az Abcc6 –/– egérmodellel foglalkozom.
Az Abcc6 génkiütött (Abcc6 –/–) egérmodell általánosan használatos 
azAbcc6-nak mint a PXE fenotípusának kialakításában központi szerepet ját-
szó génnek a vizsgálatára. Az Abcc6 / típusú egértörzs jól szemlélteti a PXE 
betegekben megfigyelhető hisztopatológiai jelenségeket. Spontán ektopikus 
kalcifikáció alakul ki az állatok különböző szöveteiben, köztük az artériák elasz-
tikus rostjaiban, valamint a retinában. A tünetek hasonlósága egy konzervált 
transzportfunkciót feltételez, ez tehát akalmassá teszi a modellt a PXE pato-
lógiájának vizsgálatára. A bajuszszőr gyökerét körülvevő tüsző kötőszövetes 
részében szintén erőteljes kalcifikáció figyelhető meg, amely folyamat kezdete 
már 5-6 hetes kor környékén észlehető. Ez az egértörzsre jellemző fenotípus 
elsőként megjelenő tünete, ez alapján bajuszszőrtüsző vizsgálata a betegség 
egy korai biomarkereként használható.27
2. Célkitűzés
A jelen munka alapjául szolgáló kísérleteket az MTA TTK Enzimológiai 
Intézetében működő Aktív Transzportfehérjék kutatócsoportjában végez-
tem, így a tanulmányomban kitűzött célok a csoport távlati céljainak eléré-
sét szolgálják. A kutatócsoport érdeklődésének középpontjában az ABCC6 
25 Iliás A, Urban Z, Seidl TL, Le Saux O, Sinkó E, Boyd CD, Sarkadi B, Váradi A (2002) 
Loss of ATPdependent transport activity in pseudoxanthoma elasticum-associated mutants 
of human ABCC6 (MRP6), J Biol Chem 277: 16860–16867.
26 Belinsky MG, Chen ZS, Shchaveleva I, Zeng H, Kruh GD (2002), Characterization of the 
drug resistance and transport properties of multidrug resistance protein 6 (MRP6, ABCC6), 
Cancer Res 62:6172–7.
27 Klement JF, Matsuzaki Y, Jiang QJ, Terlizzi J, Choi HY, Fujimoto N, Li K, Pulkkinen L, 
Birk DE, Sundberg JP, Uitto J (2005), Targeted ablation of the abcc6 gene results in ectopic 
mineralization of connective tissues, Mol Cell Biol 25: 8299–8310.
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transzportfehérje szerkezeti-működési összefüggéseinek felderítése, valamint 
az ABCC6 génmutációi által előidézett öröklődő betegségek patomechaniz-
musának vizsgálata áll. 
Tanulmányomban az ABCC6 gén mutációi okozta PXE betegség egérmo-
dellben létező legkorábbi biomarker vizsgálati módszerének beállítását mu-
tatom be. Az Abcc6–/–egértörzsben irodalmi adatok szerint már 5-6 hetes 
korban megfigyelhető kalciumvegyületek patológiás lerakódása a bajuszszőr 
kötőszövetes tokjában, amely hisztokémiai módszerekkel vizsgálható.28 Mivel 
kutatócsoportomban ezt a vizsgálati eljárást ez idáig nem alkalmazták, elsőd-
leges célom a festési technika beállítása, valamint egy új, szemikvantitatív 
módszer kidolgozásával annak bizonyítása, hogy a biomarker vizsgálata nem-
csak a PXE jelenlétének kimutatására, hanem bizonyos meszesedéses tünetei 
kifejlődésének követésére is alkalmas a fenti állatmodellben.
Ennek érdekében eltérő korú állatok bajuszszőrtüszőiben megfigyelhető 
meszesedés mértékét fogom összevetni, továbbá ehhez kidolgozok egy új le-
hetőséget a kalcifikáció mértékének szemikvantitatív jellemzésére.
3. Módszerek
3.1. Egerek tartása
Minden állatot rutin laboratóriumi körülmények között tartottunk az MTA 
Természettudományi Kutatóközpontjának állatházában. Az egereket a kí-
sérlethez szükséges életkor elérésekor cervikális diszlokációval termináltuk. 
Egyetlen, Abcc6 génkiütött (Abcc6–/–) egértörzset használtuk, amelyet Arthur 
AB Bergen (Neatherlands Institute of Neurosciences, Amsterdam) bocsátott 
rendelkezésünkre.
Kutatócsoportunk tagja, Dedinszki Dóra, aki a legtöbb kísérlet során nagy 
segítségemre volt, részt vett egy, a Semmelweis Egyetem Doktori Iskola 
Munkahelyi Állatjóléti Bizottság által szervezett „Kísérleti állatok – állatkísér-
letek” elnevezésű tanfolyamon. Ő tanított meg az egerek megfelelő tartásához 
és a kísérletek elvégzéséhez szükséges ismeretekre. 
3.2. Bajuszszőrtüszőt tartalmazó metszetek készítése, előkészítése festésre
A terminálást követően a jobb és bal oldali, bajuszszőrtüszőket tartalmazó 
pofarészt (minta) ollóval eltávolítottuk. A kalciumvegyületek lerakódásának 
28 Klement JF (2005), 8299–8310.
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kimutatásához a minták megfelelő síkban történő metszése elengedhetetlen. 
Ehhez Dr. Paku Sándor laboratóriumából (Semmelweis Egyetem I. számú 
Patológiai és Rákkutató Intézet) Kaminszky Zsuzsától kaptunk segítséget, 
aki számunkra paraffinba ágyazta a mintákat, majd sorozatmetszéseket 
készített róluk.
Egy egérből származó (bal- és jobb oldali) két mintából a 8 μm vastagságú 
metszetek összesen 30-30 síkból készültek. A minden minta első két síkjából 
származó metszeteket Kaminszky Zsuzsa jóvoltából hematoxilin-eozin mód-
szerrel festve, míg a többi metszetet, azok védelme érdekében, paraffinnal 
bevont tárgylemezen kaptuk. Utóbbi metszeteket festés előtt kétszer 15-20 
percre xilolba, majd ugyanennyi időre 96%-os, valamint 80%-os etanolba áz-
tatva, végül desztillált vízben mosva deparaffináltuk.
3.2.1. Alizarinvörös S festés29
Az alizarinvörös S festés szövetből származó metszetekben található kalcium 
kimutatására alkalmas hisztokémiai módszer. Az alizarinszulfonsavas nátrium 
egy indicator jellegű, savanyú színezék; a kalciumot vörös színreakciót adva 
kelálja, de más színezékekkel összehasonlítva (pl. eozin), az alapszövet fehér-
jéit nem vagy alig festi meg.
A deparaffinált metszeteket tartalmazó tárgylemezeket 3 percre a 2 mg 
Alizarin Red S/100 ml desztillált víz összetételű oldatba helyeztük, amelynek 
pH-ját előzetesen 0,5%-os ammónium-hidroxiddal beállítottuk (pH: 4,1-4,3). 
Majd a kivétel után többször desztillált vízben mostuk, hogy eltávolítsuk a nem 
specifikusan kötődő festéket. A festést követően annak sikerességét fénymikro-
szkóppal rögtön ellenőriztük. Végül a metszeteket tartalmazó tárgylemezeket 
DPX Mountant fedőgéllel és fedőlemezzel láttuk el.
3.2.2. Von Kossa-festés30
A Magyary-Kossa Gyula által több mint száz éve leírt mészreakció azon alapul, 
hogy a szöveti metszetet ezüst-nitrátoldattal kezelve az oldhatatlan kalcium-
vegyületekben a kalcium helyére ezüst lép, a keletkezett, szintén oldhatatlan 
ezüstsó pedig fény hatására redukálódva ezüstkiválás közben megfeketedik. 
A deparaffinált metszeteket tartalmazó tárgylemezeket egy órán át 500 W-os 
izzólámpa fényénél 5%-os ezüst-nitrát oldatba merítettük. Ezután többszöri 
29 Meloan SN, Puchtler H, Valentine LS (1972), Alkaline and acid alizarin red S stains for 
alkali-soluble and alkali-insoluble calcium deposits, Arch Pathol. 93:190–197.
30 Von Kossa, J (1901), Über die im Organismus künstlich erzeugbaren Verkalkungen, Beit Path 
Anat 29:163.
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desztillált vizes mosást követően majd egy percen keresztül fixáltuk a festett 
metszeteket 5%-os nátrium-tioszulfát oldatban. A festést mikroszkóppal el-
lenőriztük, majd a metszeteket tartalmazó tárgylemezeket ezúttal FluorSave™ 
reagenssel és fedőlemezzel láttuk el.
3.3. Mikroszkopizálás
A fent bemutatott festési módszerekkel kezelt metszeteket Leica DMLS típu-
sú fénymikroszkóppal vizsgáltuk, és RGB szűrővel ellátott digitális mikrosz-
kópkamerával készítettünk róluk felvételeket. A mikroszkóp objektívei közül 
mi a legtöbb esetben a négyszeres nagyítást alkalmaztuk (apertúra: 0,10), és 
a felvételeket áteső fényben, SPOT Basic programmal (verzió: 4.6.) készítettük. 
Mivel általában a metszetek nem fértek bele teljes mértékben a látómezőbe, 
ezért rendszerint egy metszetről több felvételt is készítettük, amelyeket utólag 
Hugin szoftverrel (verzió: 2014.0.0) fuzionáltunk. A felvételek fuzionálásában 
Kozák Eszter volt segítségemre.
4. A bajuszszőrtüsző meszesedésének vizsgálata Abcc6 –/–egér-
modellben
4.1. A bajuszszőrtüsző mint biomarker
Az irodalmi adatok szerint a Pseudoxanthoma elasticum tüneteit produkáló 
Abcc6 –/– egérmodellben legkorábban a bajuszszőrtüszőben észlelhető kal-
ciumos lerakódás. Mivel ez a jelenség már 5-6 hetes korban megfigyelhető és 
számos hisztokémiai módszerrel egyértelműen vizsgálható, ezért ezt a PXE-
nek egy ideális, korai biomarkereként tartja számon az irodalom az Abcc6 
–/– egérmodellben.31 A biomarker nemcsak a betegség jelenlétéről, hanem 
a meszesedésről mint folyamatról is szolgáltat információt: az idő előreha-
ladtával ugyanis nő a bajuszszőrtüszőről készült metszetekben megfigyelhető 
kalcifikáció mértéke.
Kutatócsoportunkban in vivo egérmodellben eddig kizárólag műtéti úton, 
mesterségesen kiváltott szöveti sérülés indukálta meszesedési folyamatokat 
vizsgáltunk. Azonban idővel szükségesnek tűnt a patológiás meszesedés külső 
beavatkozás nélküli, természetes kialakulásának tanulmányozása is. Ezért célul 
tűztük ki azAbcc6 –/– egérmodell bajuszszőrtüszőiben kialakuló kalcifikáció 
megfigyelését és ennek érdekében a szőrtüszőkből készített metszetek festési 
31 Klement JF (2005), 8299–8310.
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eljárásainak optimalizálását. Az erre használatos hisztokémiai módszerek 
közül a hematoxilin-eozinnal, valamint az alizarinvörös S-sel való festést, 
illetve a von Kossa-reakciót választottuk (lásd fent a Módszerek c. fejezetet). 
További célunk volt annak megerősítése, hogy a biomarker vizsgálata a fenti 
állatmodellben valóban alkalmas a PXE modellezésére.
2. ábra
A kiválasztott háromféle hisztokémiai módszer bemutatása egy-egy szőrtüszőn. 
Az első két felvétel hússzoros  objektívvel készült, és a felvételeket fuzionáltuk; 
a harmadik kép készítésekor négyszeres objektívet használtunk. A hematoxilin-
eozinnal való festést inkább a szöveti morfológia vizsgálatára találtuk alkalmasnak, 
míg a másik két módszerrel jól megfigyelhetőek a kalcifikáció nyomai.
4.2. A hisztokémiai eljárások optimalizálása
4.2.1. Alizarinvörös S-sel való festés beállítási körülményei
Eleinte a festékben való inkubálási időt optimalizáltuk: kezdetben egy, majd két 
percig hagytuk a tárgylemezeket állni az alizarinvörös S-t tartalmazó oldatban, 
végül a három percig tartó festés tűnt optimálisnak. Ekkor már ugyanis elég 
kontrasztosnak adódott a kalcifikáció a metszeteken, viszont az ennél hosszabb 
állási idő nem mutatott jelentős javulást. Továbbá azt is megfigyeltük, hogy 
halványabb képet kaptunk, ha az előzőleg bekevert alizarinvörös S-t használtuk 
fel újra, és nem készítettük frissen minden alkalommal a festékoldatot.
4.2.2. A von Kossa-reakció körülményeinek optimalizálása
Eleinte UV-fény alatt inkubáltuk az ezüst-nitrátba mártott tárgylemezeket, 
de ez esetben nem játszódott le a reakció. Ezért végül egy 500 W-os izzót 
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tartalmazó halogén reflektort alkalmaztunk, ami megfelelőnek bizonyult 
a technika sikerességéhez. Azonban a megvilágítási időt is be kellett állíta-
nunk: eleinte kb. 40 percig inkubáltuk a metszeteket, később az egy óra bizo-
nyult optimálisnak. 
4.2.3. A metszetek síkja
Eleinte a festési technikák beállításán túl a metszetek síkjával is nehézségek 
adódtak. Ekkor ugyanis túlnyomórészt a szőrtüszők keresztmetszete volt lát-
ható a tárgylemezeken. Azonban hamar kiderült, hogy sokkal praktikusabb 
és eredményesebb, ha hosszanti irányból vágva kérjük a metszeteket, ugyanis 
a szőrtüszők hosszúkás, henger alakjából eredően a hosszanti irányból kevesebb 
metszet szükséges egy-egy tüsző teljes egészének vizsgálatához. Tehát, mivel egy 
tüsző térfogatának egy, már idősebb állat esetén is csak néhány százalékát teszi 
ki a lerakódott kalcium, a tüsző egy adott hosszmetszete jelentősen nagyobb 
valószínűséggel tartalmaz meszesedett területet, és így jobban reprezentálja 
a tüszőt, mint egy keresztirányú metszet. 
4.2.4. A hisztokémiai eljárások összehasonlítása
A három festési technika közül csak az alizarinvörös S-sel való festést 
és a von Kossa-reakciót alkalmaztuk, ugyanis minden egyes állatból származó, 
az első tárgylemezen levő metszeteket hematoxilin-eozinnal előzetesen meg-
festve kaptuk. Jellemzően ezeken a metszeteken nem láttunk meszesedésre 
utaló jelet, de ez nem feltétlenül jelenti azt, hogy ez a festés ne lenne alkalmas 
a kalcium-lerakódások kimutatására. Azonban ezzel a hisztokémiai techniká-
val nem elsősorban a kalcifikáció kimutatása, hanem sokkal inkább a szöveti 
morfológia vizsgálata volt a célunk, azaz annak ellenőrzése, hogy az adott 
metszet valóban tartalmaz-e szőrtüszőt.
A másik két eljárás közül a módszerek beállítása után az alizarinvörös S-sel 
való festést részesítettük előnyben, mert egyrészt ez a von Kossa-reakciónál 
egyszerűbbnek, gyorsabbnak és kisebb anyagigényűnek bizonyult, másrészt 
ezen technika alkalmazásával a metszetekről kontrasztosabb felvételeket tud-
tunk készíteni, mint a von Kossa-festés felhasználásával. 
4.3. Meszesedés szemikvantitatív jellemzése a metszetekben
A meszesedés mértékére egy olyan, tüszőleszámolásos technikát alkalmaztunk, 
amely során az általunk reprezentatívnak tekintett metszetekben a kalcium-
lerakódást tartalmazó szőrtüszők számát vizsgáltuk az összes szőrtüszőhöz 
képest.
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Az egy állatból származó kétoldali pofamintából készített 30-30 metszetet 
összesen 15 darab tárgylemezen elhelyezve, a lemezeket pedig a metszési síkok 
sorrendjében elrendezve kaptuk. A tárgylemezek átlagosan négy metszetet tar-
talmaztak: két-két egymást követő síkot a bal és a jobb oldali pofamintából is.
Mivel a minden állatból készült 15-15 tárgylemez megfestése igen időigé-
nyes lett volna, ezért a minden egérhez tartozó 3., 7. és 11. metszetet festet-
tünk meg alizarinvörös S-sel, amelyek rendre a bal- és jobb oldali mintából is 
a 6-7., 13-14. és a 21-22. metszési síkból származtak. Ezen három tárgylemez 
reprezentatív mintának bizonyult, hiszen így egyszerre mindkét oldali minta 
metszetkészítésre felhasznált térfogatának felső, középső és alsó tartományai-
ról is információhoz jutottunk. A kiválasztott síkpárok ugyanis még megfelelő 
távolságra voltak ahhoz, hogy összevethessük őket. Az egy adott mintából 
különböző síkokban készült metszeteinek alaki, morfológiai hasonlóságai, va-
lamint a szőrtüszők metszeten belüli, egymáshoz viszonyított elhelyezkedése 
alapján egyértelműen be tudtuk azonosítani a 3. tárgylemezen levő metszetek 
szőrtüszőinek folytatását a 7., majd a 11. tárgylemezen is, és a beazonosítás 
során a szőrtüszőket állatonként beszámoztuk. 
A deparaffinálás, a festés, valamint a lefedés során számos metszet részben 
vagy egészben sérült, leázott, és ezáltal értékelhetetlenné vált. Emiatt szemi-
kvantitatív módszerünk kidolgozásakor nem az egyes síkokat, hanem az adott 
tárgylemezen levő összes, vizsgálatra alkalmas metszetet együtt tekintettük 
vizsgálati egységnek. Minden beazonosított szőrtüsző esetén feljegyeztük egy 
táblázatba, hogy a vizsgált három tárgylemez melyike tartalmazott legalább 
egy olyan metszetet, amelyben megfigyelhető volt az adott szőrtüsző kalcifi-
kációja. Végül kiszámoltuk a meszes szőrtüszők arányát a három tárgylemezen 
észlelhető összes szőrtüszőre vetítve, és ezt a meszesedési arányt tudtuk össze-
hasonlítani különböző egerekben.
Lássuk a módszer menetét az egyik vizsgált állaton: legyen ez a 22 hetes, 
5. számú nőstény. A 3.tárgylemezen két értékelhető metszet található. Ezek 
közül a 3. ábra mutatja az egyik oldali mintából készült metszetet (nevezzük 
ezt A oldalnak), amin négy darab szőrtüszőt láthatunk (1–4), ezek közül ket-
tőben meszesedés figyelhető meg (1; 4.). 
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3. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 3. tárgylemezen található, 
„A” oldali mintából készült metszet.
A 3.tárgylemezen található másik, B oldali mintából készült metszet 
a 4. ábrán látható. A három szőrtüszőből kettőben kezdődő kalciumlerakódás 
figyelhető meg.
4. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 3. tárgylemezen található, 
„B” oldali mintából készült metszet.
A 7. tárgylemezen az A oldali mintából mindkét egymást követő síkbeli met-
szet megfigyelhető, így látható, hogy a szomszédos síkok között igen kicsi 
az eltérés, azonban a 2. szőrtüszőben éppen a 14. síkon észlelhető először 
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a kalcifikáció, ugyanis ezt a 13. sík még nem mutatja. Ezeken a képeken (5. ábra) 
az 1. szőrtüsző már nem szerepel, azonban feltűnik egy új szőrtüsző, amely 
a 8. sorszámot kapta.
5. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 7. tárgylemezen található, 
A oldali mintából származó, 13. és 14. síkból készült metszetek.
A 7.tárgylemezen a B oldali mintából készült metszet már csak az egyik szőr-
tüszőben mutat meszesedést a 3. tárgylemez két meszes szőrtüszőjéhez képest 
(6. ábra).
6. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 7. tárgylemezen található, 
„B” oldali mintából készült metszet.
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A 11. tárgylemezen is megfigyelhetjük az A oldali mintából származó met-
szeten a 2., 3., 4. és 9. szőrtüszők folytatását (7. ábra), viszont a 8. szőrtüsző itt 
már nem jelenik meg. Ezen a metszeten már a 9. szőrtüsző is kalcifikálódni 
kezd, ám a 2. szőrtüszőn már nem észlelhető a lerakódás. 
7. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 11. tárgylemezen található, 
„A” oldali mintából készült metszet.
A 11. tárgylemezen látható B oldali mintából származó metszeten (8. ábra) 
továbbra is az 5., 6., 7. szőrtüszőket láthatjuk, azonban már a 6. szőrtüszőben 
sem észlelhető a meszesedett terület, ám a 7. szőrtüszőben itt figyelhetjük meg 
először a kalcifikációt.
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8. ábra
A 22 hetes, 5. számú nőstényhez tartozó, 11. tárgylemezen található, 
„B” oldali mintából készült metszet.
Mindezek alapján a 22 hetes, 5. számú nőstényből az alábbi, összefoglaló táb-
lázatot készíthetjük el (1. táblázat). Mivel az adott tárgylemezen levő összes, 
vizsgálatra alkalmas metszetet együtt tekintettük vizsgálati egységnek, ezért 
tárgylemezenként megjelöljük az ott megfigyelhető meszes szőrtüszőket. Ha 
egy adott sorszámú szőrtüsző az adott tárgylemez legalább egyik metszetén 
kalcifikálódott, azt a táblázatban „+” jel jelöli. Majd a tárgylemezek eredményeit 
oszloponként összesítettük, és a meszes szőrtüszők számát elosztva az összes 
megfigyelhető szőrtüszők számával megkaptuk a meszesedési arányt.
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szőrtüszők kalcifikációja jelenlevő 
szőrtüszők1 2 3 4 5 6 7 8 9
3. tárgylemez + + + + 1-7
meszesedési 
arány
7. tárgylemez + + + + 2-9
11. tárgylemez + + + + 2-7, 9
a tárgylemezeket 
összevetve
+ + + + + + + + + 1-9 9/9 = 1
1. táblázat
A 22 hetes, 5. nőstény bajuszszőrtüszőiben vizsgált meszesedés összesített táblázata. 
Azon sorszámú szőrtüszők, melyek az adott tárgylemez metszetein nem szerepelnek, 
szürkével jelöltek.
A 22 hetes, 5.sorszámú nőstény egér meszesedési aránya tehát 1, azaz minden 
megfigyelhető szőrtüszőben legalább egy metszési síkban láttunk kalcifikáci-
óra utaló jelet.
4.4. A meszesedés korral való előrehaladásának vizsgálata 16 és 22 hetes 
Abcc6 /egerek bajuszszőrtüszőiben
Miután optimalizáltuk, majd kiválasztottuk a számunkra legalkalmasabb festési 
technikát, valamint kidolgoztunk egy szemikvantitatív módszert a meszese-
dés mértékének jellemzésére, különböző korú egerek vizsgálatába kezdtünk. 
Kezdetben 10 hetes egereket vizsgáltunk, és a bennük megfigyelhető szőrtüszők 
jelentősen kevesebb mint felében találtunk kalcifikációra utaló jelet. Ezért 
úgy gondoltuk, ha esetleg a későbbiekben valamilyen kezelést alkalmaznánk 
az egerek tüneteinek csökkentésére, és ennek hatását a bajuszszőrtüsző bio-
markeren kívánnánk vizsgálni, akkor érdemesebb lenne egy olyan kontroll-
csoportot választani, amelyben a kalcifikáció már előrehaladott állapotban 
figyelhető meg.
Ezen megfontolásokból 16 hetes egerek vizsgálataiba kezdtünk. A fent leírt 
szemikvantitatív módszert alkalmazva minden egérre kiszámoltuk a mesze-
sedési arányt. (A 3., 7. és 11. tárgylemezeken levő metszeteket alizarinvörös 
S-sel megfestettük, az azokban található meszes és nem kalcifikálódott tüszőket 
leszámoltuk, majd arányukat kiszámítottuk). A 2. táblázat a vizsgált 4 darab 
16 hetes egér meszesedési arányait hivatott bemutatni.
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Állat
Összes 
megfigyelhető 
szőrtüsző
Kalcifikációt 
mutató szőrtüsző
Meszesedési 
arány
16 hetes 1. nőstény 13 7 0,54
16 hetes 2. nőstény 11 3 0,27
16 hetes 3. hím 10 5 0,50
16 hetes 4. hím 13 8 0,62
összesen 47 összesen 23 átlag: 0,48
2. táblázat
A vizsgát 16 hetes egerekben megfigyelhető meszes szőrtüszők arányai.
A 2. táblázatból leolvasható, hogy a 16 hetes egerekben található bajuszszőr-
tüszőknek átlagosan közel 50%-ában már megindult a kalcifikációs folyamat. 
Annak megvizsgálására, hogy a bajuszszőrtüszőn mint biomarkeren keresztül 
valóban lehetséges-e az ektopikus meszesedés mint patológiás folyamat végig-
követése, a 16 hetes egerek mellett továbi 3 darab, 22 hetes állat megvizsgálását 
tűztük ki célul. Az eredményt a 3. táblázat tartalmazza.
Állat
Összes 
megfigyelhető 
szőrtüsző
Kalcifikációt 
mutató szőrtüsző
Meszesedési 
arány
22 hetes 5. nőstény 9 9 1
22 hetes 6. nőstény 8 7 0,88
22 hetes 7. nőstény 11 9 0,82
 összesen 28 összesen 25 átlag: 0,90
3.táblázat
A vizsgát 22 hetes egerekben megfigyelhető meszes szőrtüszők arányai.
Látható, hogy 22 hetes egerek esetében a megfigyelhető bajuszszőrtüszők 
már átlagosan 90%-ában észlelhető a meszesedés folyamatának megindulása. 
A 16 és 22 hetes egerekből kapott eredmények összevetését a 4. táblázat és 
az arra épülő 9. ábra mutatja be.
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Állat
Összes 
megfigyelhető 
szőrtüsző
Kalcifikációt 
mutató szőrtüsző
Meszesedési 
arányok átlaga
16 hetes (n=4) 47 23 0,48
22 hetes (n=3) 28 25 0,90
4. táblázat
A vizsgált 16 és 22 hetes egerek meszesedési arányainak átlagai.
9. ábra 
A vizsgált 16 és 22 hetes egerek meszesedési arányainak átlagai oszlopdiagramon 
ábrázolva.
Összefoglalásképpen elmondhatjuk, hogy a 22 hetes egerekben a 16 hetes ege-
rekhez képest a bajuszszőrtüszők közel kétszeres arányban kalcifikálódnak. 
Habár szemikvantitatív módszerünknél valószínűleg találhatóak pontosabb, 
a valóságot hívebben leképező módszerek (amelyeknek beállítása kutatócso-
portunkban folyamatban van), a két, eltérő korú állatokból eredményül kapott 
jelentős különbségre alapozva azonban egyértelműen megerősítettük, hogy 
az Abcc6 –/– egérmodell bajuszszőrtüszőinek vizsgálata releváns biomarkere 
a Pseudoxanthoma elasticumnak, mivel alkalmas a betegség modellezésére.
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5. Összefoglalás
Munkám során az ABCC6 gén mutációi okozta Pseudoxanthoma elasticum 
Abcc6 / egérmodellben ismert legkorábbi biomarkerét tanulmányoztam.
Tanulmányomban az ABCC6 gén mutációi okozta PXEAbcc6 –/– egér-
modellben létező legkorábbi biomarker vizsgálati módszerének beállítását 
mutattam be. A bajuszszőrtüsző vizsgálatára kétféle hisztokémiai eljárást op-
timalizáltunk, majd ezek összehasonlítását végeztük el. A kiválasztott festési 
módszerrel 16 és 22 hetes állatokból származó metszeteken vizsgáltuk, hogy 
a biomarker valóban jól szemlélteti-e a betegség egyes meszesedéses tüneteinek 
kifejlődését. Egy szőrtüsző-leszámoláson alapuló, szemikvantitatív módszert 
alkalmazva úgy találtuk, hogy a 22 hetes egerekben a 16 hetes egerekhez képest 
közel kétszer annyi bajuszszőrtüszőben figyelhető meg a betegségre jellem-
ző ektopikus kalcifikáció. Ezek alapján egyértelműen megerősítettük, hogy 
az Abcc6 –/– egérmodell bajuszszőrtüszőinek vizsgálata releváns biomarkere 
a Pseudoxanthoma elasticumnak, mivel képes a betegség bizonyos tüneteinek 
kifejlődését reprezentálni. 
A jövőben a betegség egy lehetséges gyógymódjaként bizonyos, a kalcifiká-
ciót gátló hatású kezeléses kísérleteket tervezünk, amelynek eredményességét 
elsősorban a fent ismertetett állatmodellen, a bemutatott biomarker felhasz-
nálásával szándékozunk tanulmányozni.
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végtelen türelemmel való kitartó tanítását.
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